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IDENTIFICATION ET CLONAGE D'UN ANTIGENE MYCOBACTERIEN 
CORRESPONDANT A UNE HEMAGGLUTININS DE LIAISON A 

L'HEPARINE 

L' invention concerne des sequences peptidiques permettant 
I'adherence de mycobacteries a des cellules hotes, notamment a des 
cellules epitheliales. Plus particulierement, I'invention concerne un 
antigene mycobacterien de type hemagglutinine de liaison a I'heparine 
(HBHA) obtenu a partir de Mycobacterium bovis BCG ou Mycobacterium 
tuberculosis. L'invention concerne aussi une sequence peptidique 
recombinante permettant I'adherence de mycobacteries a des cellules 
hotes. L'invention concerne notamment le produit d'expression d'une 
souche Escherichia coli transformee avec une sequence nucleotidique 
codant pour une proteine permettant I'adherence de mycobacteries a ces 
cellules hotes. Ces sequences peptidiques peuvent etre utilisees dans des 
compositions immunogenes, pour la preparation de vaccins contre les 
infections mycobacteriennes, et pour le diagnostic serologique defections 
mycobacteriennes. 

L'inventicn concerne egalement une sequence nucleotidique 
codant pour une sequence peptidique permettant Tadherence de 
mycobacteries a des cellules hotes, et plus particulierement une sequence 
nucleotidique codant pour un antigene mycobacterien de type 
hemagglutinine de liaison a Theparine (HBHA). Uinvention concerne 
egalement des vecteurs recombinants comprenant ladite sequence 
nucleotidique ainsi que Tutilisation de ces vecteurs pour Tobtention d'hotes 
cellulaires recombinants pouvant etre utilises en therapie, notamment en 
therapie anticancereuse. 

Les mycobacteries sont parmi les microorganismes 
pathogenes les plus importants qui causent des maladies aussi bien chez 
Thomme que chez Tanimal. Les infections mycobacteriennes sont toujours 
parmi les premieres causes de nrortalite dans le monde. La tuberculose 



humaine, causee par Mycobacterium tuberculosis, conduit a elle seule a 
approximativement 3 millions de morts chaque annee (1, 2). 
Mycobacterium bovis cause la tuberculose chez les bovins, mais il est 
egalement tres virulent pour Thomme. La lepre, causee par Mycobacterium 
leprae, reste un probleme majeur de sante non resolu dans les pays en 
voie de developpement (3). 

Les infections par des membres du complexe Mycobacterium 
avium-intracellulare causent des maladies chez les oiseaux et le pore et 
sont parmi les infections opportunistes les plus frequentes que Ton trouve 
chez les patients atteints du syndrome d'immunodeficience acquise (SIDA) 
(4, 5). En outre, la recente reapparition dramatique de la tuberculose dans 
les pays developpes ainsi que I'apparition et la propagation de souches de 
M. tuberculosis resistantes aux medicaments (6) soulignent la difficulty de 
controler les maladies mycobacteriennes. 

La caracterisation moleculaire des diverses etapes dans la 
pathogenese des maladies mycobacteriennes est fondamentale pour le 
developpement d'approches therapeutiques et prophylactiques rationnelles 
et optimisees contre ces maladies. Les facteurs de virulence sont souvent 
de bons antigenes pouvant etre utilises a litre de candidats-vaccins. En 
depit de I'importance des infections mycobacteriennes, on connaTt peu de 
choses au sujet des mecanismes moleculaires de base impliques dans leur 
pathogenese (7). 

Uun des evenements t initiaux et cruciaux dans la 
pathogenese bacterienne est Tadherence du microorganisme a ses tissus 
cibles. Les mycobacteries presentent un tropisme pour les macrophages 
pulmonaires (8). Toutefois, dans la mesure ou ces microorganismes sont 
facilement transrnis par aerosol, les premieres structures de Thote qu'ils 
rencontrent au cours de I'infection sont celles de I'epithelium respiratoire. 
Par consequent, les interactions avec les cellules epitheliales ou avec la 
matrice extracellulaire (MEC) pendant les etapes initiales et ulterieures de 



la pathogenese peuvent etre importantes (9), bien qu'elles n'aient pas 
encore ete etudiees de maniere poussee. 

Dans le contexte de la presente invention, les inventeurs ont 
obtenu un nouvel antigene mycobacterien implique dans I'adherence de 
mycobacteries a des cellules hotes de type epitheliale. II s'agit d'une 
hemagglutinine de liaison a I'heparine (heparin binding hemagglutinin 
(HBHA)) de 28 kDa qui a ete obtenue a parti r de sumageants de culture et 
de preparation des parois cellulaires de Mycobacterium bovis BCG et de 
Mycobacterium tuberculosis, Les analyses par immunoempreintes a I'aide 
d'anticorps polyclonaux et monoclonaux ont indique que THBHA est 
differente des proteines du complexe de I'antigene 85 et represente un 
nouvel antigene. A partir de cette proteine de base, les inventeurs ont pu 
evaluer et proposer le developpement d'une serie de sequences 
peptidiques pouvant etre utilisees en diagnostic, en therapie et en 
prophylaxie. 

L' invention concerne done une sequence peptidique 
permettant Tadherence de mycobacteries a des cellules hotes, notamment 
des cellules epitheliales. Plus particulierement, la sequence peptidique de 
Tinvention est caracterisee en ce qu'il s'agit d'un antigene mycobacterien 
de type hemagglutinine de liaison a I'heparine (HBHA), notamment un 
antigene obtenu a partir de Mycobacterium bovis BCG ou Mycobacterium 
tuberculosis. 

Dans une des realisations preferees de la presente invention, 
la sequence peptidique est caracterisee en ce qu'elle comprend la 
sequence correspondant a la sequence de la figure 10, ou tout variant de 
cette sequence permettant I'adherence de mycobacteries a des cellules 
hotes et obtenu par addition, substitution ou deletion d'un ou plusieurs 
acides amines de la sequence de la figure 10 

De fa^on preferee, Tinvention concerne plus particulierement 
une sequence peptidique comprenant une region impliquee dans les 
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interactions avec les glycoconjugues sulfates et dans la liaison a 
I'heparine. Cette sequence peptidique est la suivante : 

LRERAEETRTDTRSRVEESRARLTKLQEDLPEQLTELR. 

5 Les regions particulierement utilisees sont situees en debut, 

en milieu et en fin de chaine et contiennent entre 7 et 15 acides amines. 

^invention concerne egalement une sequence peptidique 
comprenant la portion C-terminale de la sequence de la figure 10 et plus 
particulierement les sequences comprenant approximativement les 10 a 50 
10 demiers acides amines de la portion C-terminale de la sequence de la 
figure 10. Cette region de la sequence de la figure 10 est impliquee dans 
le rnecanisme d'ancrage de la proteine sur la bacterie bien qu'une 
sequence plus courte, notamment d'environ 10 a 20 acides amines, est 
suffisante pour permettre Tancrage de la proteine. 
15 Les inventeurs ont egalement exprime la sequence 

nucleotidique codant pour la sequence peptidique de r invention chez 
E. coll Le polypeptide obtenu presente un poids moleculaire plus faible 
que celui de la proteine purifiee a partir de M. bovis BCG ou 
M. tuberculosis. Ces differences sont le resultat de modifications post- 
20 traductionnelles non realisees dans E. colL 

L'invention concerne done egalement une sequence 
peptidique recombinante, caracterisee en ce qu'elle permet Tadherence de 
mycobacteries a des cellules hotes. Plus particulierement, la sequence 
recombinante de la presente invention est le produit d'expression d'une 
25 sequence nucleotidique codant pour une sequence peptidique permettant 
Tadherence de mycobacteries a des cellules hotes et notamment une 
sequence antigenique obtenue a partir de M. bovis BCG et M. tuberculosis, 
ladite sequence recombinante etant par exemple le produit depression 
d'une souche E. coli transformee avec une sequence nucleotidique 
3 0 appropriee. 



L'invention concerne egalement 1'utilisation de Tune des 
sequences peptidiques decrites precedemment, qu'elle soit recombinante 
ou non t pour le diagnostic serologique de la presence de mycobacteries. 
L'invention concerne egalement une composition immunogene 
caracterisee en ce qu'elle comprend Tune des sequences peptidiques 
decrites precedemment ainsi que 1'utilisation de cette sequence peptidique 
pour la preparation de vaccins contre les infections mycobacteriennes, 
particulierement les infections causees par M. bovis BCG ou 
M. tuberculosis. 

Les inventeurs ont egalement decouvert que I'adherence de 
mycobacteries a des cellules epitheliales pouvait etre inhibee 
specifiquement par des glucides sulfates. L'invention concerne done 
1'utilisation d'un glucide sulfate pour inhiber I'adherence de mycobacteries 
a des cellules epitheliales. Les glucides sulfates particulierement 
interessants comprennent I'heparine, la chondroitine sulfate et le dextran 
sulfate ainsi que leurs derives synthetiques. 

Les inventeurs ont egalement isole Tensemble du gene 
codant pour I'HBHA de I'ADN de M. bovis BCG. Uinvention concerne done 
une sequence nucieotidique caracterisee en ce qu'eile code pour une 
sequence peptidique permettant I'adherence de mycobacteries a des 
cellules hotes. Plus particulierement, la sequence nucieotidique de 
Tinvention code pour un antigene mycobacterien de type hemagglutinine 
de liaison a I'heparine (HBHA) notamment la sequence peptidique de la 
figure 10 ou toute portion de cette sequence peptidique permettant 
I'adherence de mycobacteries a des cellules hotes et obtenue par addition, 
substitution ou deletion d'un ou plusieurs acides amines de ladite 
sequence peptidique. 

L'invention concerne egalement un hote cellulaire 
recombinant, caracterise en ce qu'il comprend dans son genome une des 
sequences nucleotidiques decrites precedemment. Dans une des 
realisations preferentielles de (Invention, I'hote cellulaire recombinant mais 
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non excliijsif est le BCG pour lequel des vecteurs cTexpression directement 
utilisableS pour le developpement de BCG recombinants utilisables chez 
Thomme bu f animal ont ete developpes. 

Le BCG est utilise en therapie, plus particulierement en 
5 therapie anti-cancereuse et notamment contre les cancers superficiels de 
la vessiei Dans ce type ^application therapeutique, il semblerait exister 
une correlation entre la faculte d'adherence du BCG et son pouvoir anti- 
tumoral. Dans le contexte de la presente invention, r identification de la 
HBHA et le clonage de son gene rendent possible une augmentation de la 
10 capacite d'adherence via une surexpression du gene codant la HBHA. 

La description de la presente invention sera effectuee en se 
referant aux figures suivantes : 

- la figure 1 represente I'efFet de glucides sulfates et non 
sulfates sur I'adherence mycobactienne aux cellules CHO et aux 

15 macrophages; - 
I - la figure 2 represente les donnees demontrant la purification 
d'une proteine de liaison d'heparine de M. bovis BCG; 

i - la figure 3 represente une comparaison de la proteine de 
iiaison a i'heparine de M. bovis avec le cornpiexe d antigene 85; 
2 0 - la figure 4 represente Teffet de glucides sulfates et non 

sulfates sur Themagglutination induite par HBHA; 

- la figure 5 represente Tinhibition de Tadherence de BCG aux 
cellules CHO par des anticorps anti-HBHA; 

, - la figure 6 represente des analyses par immunoempreintes 

2 5 effectuees avec des anti-serums de tuberculeux; 

- la figure 7 represente la sequence nucleotidique et la 
sequence d'acides amines d'un fragment de HBHA deduite a partir d'un 
fragment PCR de TADN chromosomique de BCG; 

• - la figure 8 represente une analyse par Southern-blot de 

3 0 TADN chromosomique de BCG; 



- la figure 9 represente la strategie de sequenga.. 
codant pour HBHA; 

- la figure 10 represente la sequence d'ADN du ge 
codant pour HBHA; 

- la figure 1 1 represente I'analyse par electrophc 
polyacrylamide et par immunoblotting de I'expression de la 
E. coli. 
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Description detaillee de rinvention 

Inhibition de I'adherence mycobacterienne aux cellules 
par des glucides sulfates. 

L'invention concerne ('utilisation de glucides s. 
inhiber I'adherence de mycobacteries a des cellules epithe 
demontrer que les mycobacteries peuvent adherer par I'intern 
glucides sulfates, les inventeurs ont teste si des polysacchar! 
solubles sont capables de reduire I'adherence de M. boV, 
cellules epitheliales. 

Des M. bovis (BCG) (souche 1173P2, OMS, 
Suede, passages 3 a 8) en croissance exponentieile ont ete 
cultivant les mycobacteries pendant trois jours dans du milieu 
contenant 5 uCi/ml [6- 3 H]uracile (New England Nuclear, 24 Ci; 
mycobacteries ont ensuite ete recoltees par centrifugatior 
pendant 5 min), lavees deux fois par du tampon phosphr 
Dulbecco (DPBS) et remises en suspension dans du miliet 
RPMI 1640 contenant 300mg/l L-glutamine (GIBCO), depour. 
de veau foetal (RPMI). 

La veille de I'essai d'adherence, les puits des 
culture de tissus a 24 puits (Nunclon, Nunc, Danemark) ont 
avec 10 s cellules d'ovaires de hamsters Chinois (CHi 
extemporanement (voir figures 1A et 1B, barres grisf 
macrophages J774A.1 (ATCC TIB67) (voir figure 1B, barres r 
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en suspension dans 2 ml de RPMI additionnes de 10 % (v/v) de serum de 
veau foetal decomplemente (RPMI-SVF). Juste avant I'essai, les cellules 
ont ete lavees trois fois par 2 ml de RPMI, et on a ajoute a chaque puits 
1 ml de suspension mycobacterienne dans du RPMI pour obtenir une 
5 multiplicity defection de 10 bacteries par cellule eucaryote. 

L'essai d'adherence a ete realise en presence de 
concentrations croissantes de D(+)galactose (Sigma) (voir figure 1A, 
cercles noirs) ou d'heparine de la muqueuse intestinale porcine (M r 6 kDa, 
Sigma) (voir figure 1A, cercles blancs), ou avec 20 pg/ml des glucides 

10 indiques (Sigma) (voir figure 1B). Apres 6 heures d'incubation a 37°C dans 
une atmosphere contenant 5 % de C0 2l les cellules ont ete lavees trois 
fois par 2 ml de DPBS, et enfin lysees par I'addition de 1 ml d'eau distillee 
contenant 0,1 % (p/v) de deoxycholate de sodium. La radioactivite 
associee aux lysats cellulaires a ete comptee en utilisant un compteur a 

15 scintillation liquide (Beckman, modele LS 6000SC). L'adherence residuelle 
est exprimee en pourcentage de coups radioactifs par minute par rapport 
aux coups obtenus en Tabsence du glucide. Les donnees des figures 1 A et 
1B represented les moyennes d'experiences realisees en quadruple, et 
les barres d'ecart type sont representees. : 

20 Comme le montre la fig. 1A, de faibles concentrations 

d'heparine ont inhibe sensiblement l'adherence aux cellules CHO des BCG 
marques par [ 3 H]uracile, alors que le galactose jusqu'a 100 pg/ml n'a pas 
eu d'effet significatif. Du dextran sulfate, du fucoTdane et de la chondro'ftine 
sulfate ont pu reduire l'adherence, mais on aucune inhibition significative 

25 n'a pu etre observee avec du mannose ou du dextran non sulfate, meme 
aux plus fortes concentrations testees (1 mg/ml). 

Ces resultats confirment que les mycobacteries possedent a 
leur surface une adhesine majeure de liaison des glucides sulfates. 
Toutefois, comme Tinhibition de l'adherence n'a pas depasse 70 %, 

30 d'autres composants sont impliques dans ce processus. De fa?on 
interessante, les interactions de BCG avec les macrophages J774A.1 n'ont 
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pas ete affectees par les glucides sulfates, ni par les sucres non sulfates 
(fig. 1B), meme a des concentrations allant jusqu'a 1 mg/ml (resultats non 
presentes). Ceci est en accord avec des rapports precedents mettant en 
cause les recepteurs au complement CR1, CR3 et CR4 cpmme ligands 
5 mycobacteriens a la surface des monocytes sanguins et des macrophages 
alveolaires. 

Purification d'une proteine de liaison h I'h6parine presente chez M. 
bovis BCG et de M. tuberculosis. 

10 . L'invention concerne une sequence peptidique permettant 

Tadherence de mycobacteries a des cellules hotes. L'inhibition de 
I'adherence de BCG aux cellules epitheliales par des sucres sulfates 
suggerait deja que les mycobacteries expriment une adhesine qui interagit 
avec des glycoconjugues sulfates, tels des glycoproteines ou glycolipides 

15 sulfates, presents a la surface des cellules hotes. Pour identifier les 
adhesines en question, des surnageants de culture de BCG ont ete 
fractionnes par chromatographic sur heparine-Sepharose. 

Des M. bovis BCG ont ete cultives a 37°C en cultures 
siatiques dans des fioies de Roux de 175 cm 2 (Falcon, Becton-Dickinson) 

2 0 contenant approximativement 150 ml de milieu de Sauton. A la phase 

stationnaire, les cultures ont ete centrifugees (10.000 x g pendant 20 
minutes), et on a charge 500 ml de surnageant sur une colonne (1x5 cm) 
d'heparine-Sepharose CL-6B (Pharmacia) equilibree avec du DPBS. La 
colonne a ensuite ete lavee par 100 ml de DPBS, et les molecules 
25 retenues ont ete eluees par un gradient lineaire de NaCI 0-500 mM dans 
100 ml de DPBS. Le debit pendant toutes les etapes a ete maintenu a 
1,5 ml/min., et on a suivi en continu I'absorbance a 280 nm de Teluat qui 
fut recolte par fractions de 1 ml. Ces fractions furent analysees par SDS- 
PAGE en utilisant un gel a 12 % suivi d'une coloration au Bleu Brillant de 

3 0 Coomassie R-250. 
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Les fractions -analysees apres le debut du gradient sont 
montrees dans les voies 1-8 de la figure 2. Les voies de droite montrent la 
proteine de liaison a I'heparine purifiee a partir d'une preparation de parois 
cellulaires de M. bovis BCG. Les tailles des marqueurs de M r exprimees en 
5 kDa sont donnees dans la marge de droite. 

Comme le montre la fig. 2, une proteine unique de 28 kDa 
elue a approximativement 350 mM de NaCI. L'interaction entre cette 
proteine et I'heparine est dependante de la sulfatation du sucre car celle-ci 
pouvait egalement etre purifiee en utilisant des billes de dextran sulfate, 

10 mais pas des billes de dextran (non presente). La meme proteine de 
liaison a I'heparine a egalement ete purifiee a partir des filtrats de culture 
de M. tuberculosis. 

L'obtention de deux proteines de liaison a I'heparine 
semblables a partir de deux souches mycobacteriennes differentes 

15 confirme que des proteines de ce type sont presentes dans la plupart des 
souches mycobacteriennes pathogenes. Des pourcentages d'homologie 
inferieurs a 100% peuvent conduire a des differences structurales, bien 
que les proprietes fondamentales de ces proteines n'en soient pas 
affectees. L'invention concerne done egalement les proteines de liaison a 

2 0 I'heparine ayant une structure apparentee a la proteine isolee et pouvant 
etre obtenues a partir de leurs proprietes d'adherence a des glucides 
sulfates. Ces proteines peuvent se distinguer de la proteine de l'invention 
par des additions, substitutions et deletions d'acides amines sans que cela 
n'affecte de fa?on substantielle leurs proprietes d'adherence aux cellules 

2 5 epitheliales. 
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Localisation a la surface cellulaire de la proline mycobacterienne de 
liaison k I'heparine. 

Pour determiner si cette proteine est une proteine strictement 
secretee ou si elle peut etre associee a la surface mycobacterienne, des 
fractions de parois cellulaires ont ete preparees a partir de BCG, puis 
soumises a une chromatographie sur heparine-Sepharose. 

Pour les preparations de parois cellulaires, les mycobacteries 
ont ete cultivees dans 2 litres de milieu de Sauton ou encore de milieu 
synthetique de Long (Quality Biological Inc., Gaithersburg, MD) pendant 
12 a 14 jours. Les bacteries ont ensuite ete recoltees par centrifugation, 
lavees une fois dans du DPBS contenant 0,05 % (v:v) de Tween 80 
(DPBS/Tw), remises en suspension dans 100 ml de DPBS/Tw et chauffees 
a 80°C pendant 1 heure. Les bacteries ont ete centrifugees a 13.000 x g 
pendant 20 min., lavees par du DPBS/Tw, remises en suspension dans 25 
ml de DPBS/Tw contenant 5 mM d'inhibiteur de protease AEBSF, Rnase A 
et Dnase I, soniquees de fa?on intermittente pendant 25 min., puis 
centrifugees pendant 13.000 x g pendant 20 min. Cette etape a ete 
repetee, et les surnageants ont ete reunis et centrifuges a 34.000 x g 
pendant 3 heures a 4°C. Le culot a ete jete et le surnageant final dilue 1:2 
dans du DPBS et chromatographie sur heparine-Sepharose CL-6B. 

Comme le montre la fig. 2, la proteine de liaison a Theparine 
de 28 kDa etait egalement presente dans ces preparations, ce qui confirme 
qu'elle est associee a la surface. Elle etait egalement presente dans des 
fractions de parois cellulaires de M. tuberculosis et des preparations de 
tuberculine (derive proteique purifie antigene pour cutireaction) derivees 
de M. tuberculosis. 

Activity ^hemagglutination de la prot§ine de liaison a I'h6parine 
mycobacterienne. 

La capacite des adhesines bacteriennes a agglutiner les 
globules rouges est souvent utilisee comme modele pour etudier la fixation 
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microbienne a la maniere des lectines au recepteur des cellules 
eucaryotes . Les inventeurs ont par consequent teste la proteine de liaison 
a I'heparine purifiee pour sa capacite a agglutiner des erythrocytes. 

L'activite d'hernagglutination de la proteine de liaison a 
5 I'heparine purifiee de surnageants de culture a ete dosee dans des 
plaques de microtitration en U (Falcon) en I'absence ou en presence 
d'heparine (figure 4, carres noirs) de la muqueuse intestinale porcine, de 
dextran sulfate (figure 4, cercles noirs) ou de dextran (figure 4, cercles 
blancs) a des concentrations allant de 0 a 50 pg/ml. Des essais standard 

10 contenaient 70 pi d'une suspension fraTche d'erythrocytes de lapin 
preparee dans du DPBS et 70 pi d'HBHA purifiee correspondant a 1 pg de 
proteine. Les titres d'hernagglutination ont ete lus apres 5 heures 
d'incubation a temperature ambiante. Les donnees representent des 
moyennes pour des experiences en quadruple, et les barres d'ecart types 

15 sont montrees. 

Moins de 0,1 pg de proteine purifiee a pu induire 
('hemagglutination d'erythrocytes de lapin, mais pas d'erythrocytes 
d'humain, de mouton, d'oie ou de poulet (donnees non presentees). C'est 
pour cette raison que les inventeurs ont designe cette proteine comme 

2 0 etant une hemagglutinine de liaison a Theparine (HBHA). ' 
L'hemagglutination induite par HBHA a ete inhibee par I'heparine ou le 
dextran sulfate, mais pas par le dextran (voir fig. 4), ce qui est similaire aux 
resultats obtenus dans Tessai d'adherence des mycobacteries aux cellules 
CHO. MJactivite d'hernagglutination est sensible a la chaleur dans la 

25 mesure ou I'incubation de la proteine pendant 60 min a 80°C a aboli 
('hemagglutination. 



30 



13 



Inhibition des activites d'hgmagglutination et d'adherence provenant 
de la mediation par HBHA, par des anticorps polyclonaux et 
monoclonaux specifiques. 

Dans la mesure ou d'une part I'adherence mycobacterienne 
aux cellules epitheliales est inhibee par des glucides sulfates, et d'autre 
part une proteine de 28 kDa etait purifiee par chromatographie sur 
heparine-Sepharose, il etait important d'etablir si I'adherence 
mycobacterienne provenait de la mediation par HBHA. 

Par consequent, des anticorps polyclonaux de rat anti-HBHA 
ont ete prepares de la maniere suivante: 200 pg d'HBHA de BCG purifiee 
ont ete soumis a Pelectrophorese preparative sur un gel de polyacrylamide 
a 15 % en presence de SDS, puis electro-transferes sur une membrane de 
nitrocellulose. Apres une coloration rapide au rouge ponceau, les bandes 
correspondantes a THBHA ont ete excisees avec precaution, decoupees 
en petits carres et soniquees brievement dans 1,5 ml de PBS sterile. Apres 
Taddition de 1 ml d'une solution de monophosphoryle-lipide A (MPL + 
Systeme Adjuvant TDM, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) preparee 
selon la recommandation du fabricant, deux rats Fischer ont ete immunises 
chacun avec 1 ml de la suspension d'antigene. Pour chaque immunisation, 
on a administre 400 pi par voie intraperitoneale et deux fois 300 pi par voie 
sous-cutanee. Les animaux ont regu des rappels de la meme maniere avec 
la meme quantite d'antigene un mois plus tard, et le serum a ete recupere 
3 semaines apres le rappel. 

Le BCG a ete marque par [6- 3 H]uracile comme decrit ci- 
dessus. Approximativement 4 • 10 6 BCG radiomarques ont ete remis en 
suspension dans 1 ml de PBS et preincubes avec les volumes indiques de 
liquides ascetiques d'anticorps monoclonal 3921 E4 anti-HBHA (figure 5, 
panneau A), ou avec 250 pi d'antiserum polyclonal de rat anti-HBHA 
(serum immunitaire, figure 5, panneau B) ou de serum naif (figure 5, serum 
temoin, panneau B) pendant 30 min. a temperature ambiante. Les 
suspensions bacteriennes ont ensuite ete lavees deux fois par 2 ml de 
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DPBS pour eliminer les anticorps non lies, puis utilisees dans I'essai 
d'adherence de cellules CHO a une multiplicity d'infection de 10. comrne 
decrit precedemment. 

Comme le montre la fig. 5, Tadherence de BCG aux cellules 
CHO a ete sensiblement inhibee d'une maniere dose-dependante par la 
presence d'anticorps anti-HBHA. Les liquides ascetiques contenant des 
anticorps monoclonaux non pertinents ou des antiserums naffs n'ont eu 
aucun effet. Ces observations indiquent que Tadherence des 
mycobacteries aux cellules epitheliales provient en partie de la mediation 
par HBHA. 

Reactivite immunitaire vis-a-vis d'HBHA par des antiserums des 
tuberculeux 

Pour savoir si HBHA est capable d'induire une reponse 
immunitaire chez Thomme, des analyses d'immunoempreintes ont ete 
realisees en utilisant de I'HBHA purifiee et des antiserums humains 
provenant de tuberculeux. Cinq pg de la proteine ont ete soumis a 
Telectrophorese en utilisant un gel de polyacrylamide-SDS a 15 %, puis 
transferes sur des membranes de nitroceiluloses sondees ulterieurement 
avec les serums dilues 100 fois provenant de 7 patients differents atteints 
de tuberculose evolutive (voir figure 6, voies 3A a 493) (voie 1, HBHA 
purifiees, voie 2, proteine non pertinente), ainsi que le serum d'un sujet 
sain (voie temoin). Les voies de gauche contiennent les proteines purifiees 
(voies 1 et 2) et les marqueurs de poids moleculaire (voir PM) ont ete 
colores au bleu de Coomassie apres SDS-PAGE. 

Les resultats presentes a la fig. 6 montrent que tous les 
serums des tuberculeux contiennent des anticorps anti-HBHA, alors que le 
serum de Tindividu sain ne contenait pas de tels anticorps. Ces resultats 
indiquent que I'HBHA exposee a la surface est immunogene pendant 
revolution de la tuberculose humaine et que la presence d'anticorps anti- 
HBHA permet de determiner la presence defections mycobacteriennes. 



L'invention concerne done ('utilisation de la sequence 
peptidique de l'invention, et particulierement une ou plusieurs regions 
immunogenes de cette sequence, dans le diagnostic defections 
mycobacteriennes, notamment par la mise en evidence de la presence 
d'anticorps anti-HBHA dans des fluides biologiques. De fa$on generate, 
une sequence peptidique ou une sequence peptidique recombinante selon 
Tinvention est liee a un support et incubee avec des fluides biologiques 
susceptibles de contenir des anticorps anti-HBHA. Les anticorps anti- 
HBHA lies a la sequence peptidique de l'invention sont ensuite mis en 
evidence soit par exennple avec des anticorps marques diriges contre les 
anticorps anti-HBHA, soit avec des anticorps non marques diriges contre 
les anticorps anti-HBHA et des anticorps marques par exemple par une 
enzyme de type phosphatase alcaline ou peroxidase, ou de la biotine 
diriges contre les anticorps non marques. 

De fa^on detaillee, la sequence complete de la sequence 
peptidique ou la sequence peptidique recombinante de Tinvention peut 
etre utilisee mais on peut egalement utiliser une ou plusieurs regions 
immunogenes de cette sequence qui peuvent etre determinees par des 
techniques dites d'« epitope mapping » bien connues de la personne 
versee dans Tart. Par exemple, en vue de cartographier les epitopes B et T 
presents dans la molecule de HBHA complete, on a recours a la methode 
des profils d'hydrophobicite (33). La prediction informatisee de 
determinants antigeniques pour cellules B est aussi utilisee (34). 

La sequence peptidique choisie est adsorbee sur un support 
de type plaque de microtitration, canule, microbille ou autre. La fixation de- 
la sequence peptidique est effectuee en utilisant des techniques connues 
de la personne versee dans Tart. De fagon preferee, le support utilise est 
une plaque de microtitration. La sequence peptidique est done diluee dans 
un tampon carbonate basique et distribute dans les puits. Apres une 
incubation de quelques heures a temperature ambiante, on effectue 
plusieurs lavages en utilisant un tampon physiologique. 



La sequence peptidique fixee au support est ensuite incubee 
avec un echantillon de fluide biologique. Plusieurs types de fluides 
biologiques peuvent etre utilises et obtenus a partir d'animaux ou 
d'humains. Plus particulierement, le fluide biologique peut etre obtenu a 
partir de serum, de lymphe, de salive ou d'urine ou encore isole a partir de 
tissus telles les cellules de poumons. L'incubation se fait selon les 
procedes habituels. lei, les serums de patient sont dilues et mis en contact 
avec la sequence peptidique fixee sur la plaque. L'incubation d'environ 
une heure est suivie de plusieurs lavages avec un tampon physiologique. 
Les anticorps anti-HBHA lies a la sequence peptidique de I'invention sont 
ensuite mis en evidence soit avec des anticorps marques diriges contre les 
anticorps anti-HBHA, soit avec des anticorps non marques diriges contre 
les anticorps anti-HBHA puis avec des anticorps marques diriges contre 
les anticorps non marques. 

Le marquage des anticorps peut etre radioactif mais on 
preferera de fagon generate un autre type de marquage habituel. Les 
substances fluorescentes telle que I'esithiocyanatefluoriscine ou les 
enzymes tels que la phosphatase alcaline, la peroxydase ou la 
biotine/streptavidine sont des marqueurs commun6ment utilises. Le choix 
des anticorps marques ou non marques depend de Tanimal duquel 
proviennent les liquides biologiques. S'il s'agit de liquide biologique 
humain, les anticorps utilises sont diriges contre des immunoglobulines 
humaines. 

La liaison entre I'anticorps anti-HBHA et les anticorps 
marques ou non marques s'effectue selon les techniques habituelles. Par 
exemple, la reaction a lieu pendant une heure a temperature ambiante et 
apres plusieurs lavages, un substrat du marqueur est ajoute. 

L'invention concerne egalement un kit permettant de detecter 
la presence d'anticorps anti-HBHA dans un echantillon de fluide 
biologique. Le kit comprend une sequence peptidique, une sequence 
peptidique recombinante ou une ou plusieurs regions immunogenes de 
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cette sequence adsorbee sur un support et de fa?on optionnelle, un 
anticorps marque (et si necessaire un anticorps non marque) ainsi que les 
tampons habituels et un substrat du marqueur. 

Etude des caracteristiques de HBHA. 

Comme la taille de cette proteine est proche de celle des 
proteines de liaison de fibronectine du complexe d'antigene 85 (12), des 
analyses Western-blot ont ete utilisees pour determiner si elles etaient 
apparentees. 

La proteine de liaison a Theparine purifiee d'une preparation 
de paroi cellulaire de M. bovis BCG (figure 3, voies 1) ou de surnageant de 
culture (voies 2) a ete comparee avec le complexe d'antigene 85 purifie 
(voies 3) par analyse d'immunoempreinte (panneaux A, B, C) et coloration 
au Bleu de Coomassie (panneau D) apres SDS-PAGE. L'analyse par 
immunoempreinte a ete effectuee en utilisant des anticorps polyclonaux 
dresses contre la proteine de liaison a I'heparine purifiee (panneau A), 
I'anticorps monoclonal 4057D2 (panneau B), ou les anticorps polyclonaux 
dresses contre le complexe d'antigene 85 (panneau C). Les voies 1 et 2 
des panneaux A, B, et C contiennent 2 pg de proteine purifiee, les voies 3 
des panneaux A, B et C contiennent 7 \jg de proteine purifiee, les voies 2 
et 3 du panneau D contiennent 4 pg et 15 jjg de proteine purifiee 
respectivement. Les tallies des marqueurs de M r sont donnees dans la 
marge. 

La fig. 3 montre que des anticorps polyclonaux dresses 
contre la proteine de liaison a I'heparine de 28 kDa purifiee de BCG n'ont 
pas reconnu les proteines du complexe d'antigene 85 purifiees. A Tinverse, 
des anticorps polyclonaux et monoclonaux (non presentes) dresses contre 
le complexe d'antigene 85 de BCG n'ont pas reussi a reconnaitre la 
proteine de liaison a I'heparine, ce qui implique qu'il s'agit de proteines 
distinctes. Ce resultat est egalement appuye par les differents profils de 
migration de ces proteines pendant la SDS-PAGE (fig. 3, panneau D). 
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Les proteines cle liaison a I'heparine purifiees de 
M. tuberculosis H37Ra et de BCG ont ete soumises a un sequen?age des 
acides amines N-ternninaux. Pour ce faire, 25 |jg d'HBHA ont ete soumis a 
I'electrophorese sur gel de polyacrylamide-SDS en utilisant un gel de 
polyacrylamide a 15 %. Apres I'electrophorese, la matiere a ete transferee 
sur une membrane PVDF (ProBlott, ABI) par electroempreinte. Apres 
coloration par le bleu de Coomassie, la bande correspondant a I'HBHA a 
ete excisee et soumise a une degradation d'Edman automatisee. Les 16 
premiers acides amines etaient Ala-Glu-Asn-Ser-Asn-lle-Asp-Asp-lle-Lys- 
Ala-Pro-Leu-Leu-Ala-Ala. Les 16 premiers acides amines de la proteine de 
liaison a I'heparine de BCG ont egalement ete determines et se sont 
averes identiques a ceux de M, tuberculosis, Une recherche de similarity 
dans les bases de donnees des proteines a mis en evidence que la 
proteine de liaison a I'heparine n'avait par ete identifiee auparavant, et 
qu'elle represente par consequent une nouvelle proteine mycobacterienne. 
En outre, les 16 premiers acides amines n'ont presente aucune similarite 
de sequence significative par rapport a d'autres sequences de proteines 
connues. 

Clonage du gene de BCG codant pour HBHA. 

Pour le clonage du gene codant pour HBHA, on a d'abord 
determine les sequences N-terminales des fragments internes de HBHA. 
Pour cela, de I'HBHA purifiee a ete soumise a Telectrophorese comme 
decrit precedemment. Apres I'electrophorese, la proteine a ete digeree par 
la trypsine a Tinteheur du gel. Les peptides resultants ont alors ete isoles 
par HPLC en phase inverse, puis soumis a la degradation d'Edman. 
Quatre peptides ont permis la determination de sequence: 
Le peptide S 1441: Lys-Ala-Glu-Gly-Tyr-Leu-Glu-Ala-Ala-Thr 
Le peptide S1443: Xxx-Glu-Gly-Tyr-Val-Asp-Gln-Ala-Val-Glu-Leu- 

Thr-Gln-Glu-Ala-Leu-Gly-Lys 
Le peptide S 1446: Xxx-Gln-Glu-Xxx-Leu-Pro-Glu-Xxx-Leu 
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Le peptide S 1447: Phe-Thr-Ala-Glu-Glu-Leu-Arg. 

La sequence de deux paires d'oligonucleotides etait derivee 
des sequences peptidiques internes de HBHA. La teneur en G + C 
generalement forte de I'ADN mycobacterien a conduit les inventeurs a 
favoriser G ou C dans la troisieme position des codons ("wobble"). Le 
premier couple d'oligonucleotides provenait du peptide S1441 et avait les 
sequences suivantes: 5'AAG GC(G/C) GAG GG(G/C) TAC CT 3' (oligo 
S1441) et 5' AGG TA(G/C) CCC TC(G/C) GCC TT 3' (oligo S1441 
inverse). Le deuxieme couple d'oligonucleotides provenait du peptide 
S1443 et avait les sequences suivantes: 5'GAC CAG GC(G/C) GT(G/C) 
GAG CT 3' (oligo S1443) et 5' AGC TC(G/C) AC(G/C) GCC TGG TC 3' 
(oligo S1443 inverse). 

L'ADN chromosomique de BCG a ete extrait comme decrit 
par Kremer et al. (23). Les reactions de polymerisation en chaine (PCR) en 
utilisant 50 ng d'ADN chromosomique de BCG et 1 pg soit des oligo S1441 
et S1443 inverse, soit des oligo S1443 et S1441 inverse ont ete effectuees 
a une temperature d'hybridation de 50°C et a un nombre de cycles de PCR 
de 30. Seule la reaction par PCR effectuee avec les oligonucleotides 
S1441 et S1443 inverse a donne un fragment d'ADN amplifie specifique 
d'approximativement 150 bp. Ce fragment amplifie etait encore observe 
lorsque la temperature d'hybridation a ete augmentee a 57°C. 

Le fragment amplifie a ete insere dans le site H/7?dll de 
pUC18 (Boehringer, Mannheim) et introduit dans Escherichia coli XL1-BIue 
(New England Biolabs). La teneur en plasmide de £ coli recombinant a 
ensuite ete analysee par des methodes standard (24), et le plasmide 
contenant le fragment attendu a ete appele pClone5. 

Apres purification par chromatographie sur une colonne de 
Nucleobond AX (Macherey - Nagel) selon les instructions du fournisseur, 
un fragment d'ADN bicatenaire d'approximativement 150 pb a ete 
sequence par la methode de terminaison d'elongation de chaine 
didesoxyribonucletidique en utilisant du [alpha- 35 S]dCTP (1,000 Ci/mmole; 
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Amersham) et le kit cle sequengage d'ADN cle T7 (Pharmacia) selon les 
instructions du fabricant. La sequence obtenue est presentee a la fig. 7 
dans laquelle la sequence des deux oligonucleotides utilisees pour la PCR 
est souiignee. La sequence d'acides amines deduite de la sequence 
5 d'ADN s'est averee correspondre aux sequences d'acides amines 
determinees pour les peptides S1441 et S1443. Ceci indiquait que le 
fragment PCR amplifie correspond a une partie interne du gene de BCG 
codant pour HBHA. 

Pour doner I'ensemble du gene codant pour HBHA, le 

10 fragment de 150 pb de pCloneS a ete excise par digestion par les enzymes 
de restriction SamHI et HindWV Le fragment a ensuite ete purifie par 
electrophorese sur un gel de polyacrylamide a 7 % et excise du ge! par 
electro-el ution. Le fragment purifie a ete marque a la digoxigenine en 
utilisant le kit de detection et de marquage d'ADN par DIG (Boehringer) 

15 comme recommande par le fabricant. Le fragment marque a ensuite ete 
utilise dans des experiences de Southern-blot pour sonder I'ADN 
chromosomique de BCG digere par SamHI (figure 8, voie 1), -EcoRI 
(figure 8, voie 2), Pst\ (figure 8, voie 3), Smal (figure 8, voie 4), Accl 
(figures, voie 5), A/col (figure 8, voie 6), Notl (figure 8, voie 7), Sacl 

2 0 (figure 8, voie 8) ou Sphl (figure 8, voie 9), soumis a une electrophorese 
sur agarose et transfere sur une membrane de nylon. La membrane a 
ensuite ete sondee avec le fragment BamHI/Hindll d'approximativement 
150 pb de pCloneS. Les tailles de marqueurs sont montrees dans la marge 
de droite. Des analyses de Southern-blot ont ete effectuees en utilisant 

2 5 des protocoles standard (24). Comme le montre la fig. 8, la digestion par 

Sphl de I'ADN chromosomique de BCG a donne un fragment unique 
d'environ 2 t 5 kb qui s'hybridait avec la sonde. 

Les fragments de restriction Sph\ de I'ADN chromosomique 
de BCG de 2,3 a 2,7 kb ont alors ete purifies par electrophorese 

3 0 preparative et electro-elution, et inseres dans le site Sphl de pUC18. Les 

plasmides recombinants ont ete utilises pour transformer £. coli XL1-Blue. 



Des colonies blanches cultivees sur gelose LB (24) additionnees 
d'ampicilline (150 pg/ml) d'iso-propyl-thiogalactopyrannoside (IPTG, 40 
|jg/ml) et de X-gal (40 pg/ml) ont ete analysees par hybridation sur 
colonies en utilisant la sonde marquee a la digoxigenine. Parmi 
approximativement 300 colonies analysees, une s'est hybridee avec la 
sonde. L'analyse par restriction du plasmide isole de ces clones a indique 
qu'il contenait un fragment Sph\ de 2,5 kb qui s'est hybride avec la sonde 
en Southern-blot. 

Analyse de la sequence du g&ne de BCG codant pour HBHA. 

Le gene codant pour HBHA contenu dans le fragment Sph\ de 
2,5 kb a ete sequence en utilisant la methode de terminaison d'elongation 
de chaTne didesoxyribonucleotidique decrite ci-dessus. Les sequences des 
oligonucleotides synthetiques utilises pour le sequen$age sont presentees 
au tableau 1 , et la strategie de sequengage est representee a la fig. 9. Le 
fragment Sph\ de 2,5 kb clone est represents par le trait noir. Les pointilles 
represented TADN vecteur. Les fleches epaisses representent le cadre 
ouvert de lecture d'HBHA. Les fleches fines indiquent la direction et la 
longueur du fragment d'ADN sequence pour chaque oligonucleotide 
indique au-dessus de sa fleche respective. 
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TABLEAU I: Oligonucleotides utilises pour le s6quen?age du g6ne 
coolant pour HBHA. 

Norn cle Toligonucleotide sequence 

5 ' 

HBHA Seq1 5'AGC CGG TAC AAC GAG CTG GTC 3' 

HBHA Seq1 Inv 5'GAC CAG CTC GTT GTA CCG GCT 3' 

HBHA Seq2 5' CAT CCA ACA CGT CGA CTC C 3' 

HBHA Seq3 5' TTG ATG TCA TCA ATG TTC G 3' 

10 HBHA Seq4 5' CGT GGA CCA GGC GGT GGA G 3' 

HBHA Seq5 5' GAC GAT CAG GAG GTT TCC CCG 3' 

Amorce inverse 5' AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GGA 3' 

L'ensemble du gene codant pour HBHA est localise a 
15 Tinterieur du fragment Sph\ de 2,5 kb, a une extremite du fragment, et il a 
ete totalement sequence a partir des deux brins. 

La sequence nucleotidique ainsi que la sequence proteique 
derivee est presentee a la fig. 10. Le cadre ouvert de lecture a ete mis en 
evidence entre les nucleotides 33i et 927. Les 16 premiers codons apres 
20 I'eventuel codon d'initiation ATG 331/333 se sont traduits en une sequence 
decides amines identique a celle determinee apres sequen^age N- 
terminale de la proteine HPHA purifiee. En amont de I'eventuel codon 
d'initiation, aux residus 331-333, on a trouve un codon d'arret TAG en 
phase aux positions 310-312. Ceci suggere fortement que le cadre ouvert 
25 de lecture d'HBHA ne contient pas de sequences codant pour le peptide 
signal classique, et 331/333 represente done probablement le codon 
d'initiation. Ceci est soutenue par la presence d'un site putatif de liaison 
des ribosomes AGGAA que Ton trouve de 10 a 6 nucleotides en amont du 
codon ^initiation. 

30 La sequence proteique deduite presente un poids moleculaire 

calcule de 21331, ce qui est inferieur au poids moleculaire apparent estime 



par SDS-PAGE. La proteine predite est composee cle 198 acides amines 
et ne contient pas de cysteine, de methionine, d'histidine ou de 
tryptophane. Les cinq sequences peptidiques determinees ont ete 
retrouvees dans la sequence proteique predite de HBHA (souligne a la 
fig. 10). Des recherches d'homologie dans les bases de donnees de 
proteines ont confirme que HBHA est une proteine mycobacterienne non 
identifiee jusqu'ici. 

Les inventeurs ont identifie une region de la proteine 
impliquee dans les interactions avec les glycoconjugues sulfates. Cette 
region est comprise dans la sequence suivante : 

LRERAEETRTDTRSRVEESRARLTKLQEDLPEQLTELR. 

Des peptides impliques au moins partiellement dans les 
interactions sont les suivants : 

LRERAEE 

TASRVEESRARL 

EQLTELR. 

Les repetitions a Textremite C-terminale de la proteine, 
riches en prolines, alanines et lysines, expliquent la difference entre les 
poids moiecuiaires apparents et calcules de la proteine qui subit des 
modifications post-traductionnelles telles que la glycosylation. Ces 
repetitions sont impliquees en tout ou en partie dans la definition d'une 
region permettant I'ancrage de la proteine dans la paroi de la cellule 
mycobacterienne. 

^invention concerne done plus particulierement la portion C- 
terminale de la sequence de la figure 10 et plus particulierement la 
sequence comprenant approximativement les 10 a 50 derniers acides 
amines entre les acides amines 150 et 199 de la sequence de la figure 8. 
De fagon particulierement preferee, Tinvention concerne Textremite C- 
terminale de la proteine de la figure 10, et plus particulierement I'extremite 
C-terminale comprenant les repetitions riches en proline, alanine et lysine, 
soit les 50 derniers acides amines de la sequence de la figure 8. 



Uinvention concerne egalement tout variant des sequences 
decrites ci-dessus obtenu par addition, substitution ou deletion d'un ou 
plusieurs acides amines sans modifier de maniere substantielle les 
proprietes de la region d'interet. Parmi les modifications envisagees, on 
note tout particulierement les mutations silencieuses au niveau des 
sequences nucleotidiques qui ne modifient pas la sequence peptidique de 
la proteine ou du fragment d'interet ainsi que les mutations conservatives 
qui consistent a substituer un ou plusieurs acides amines presentant les 
memes caracteristiques fonctionnelles que I'acide amine de la sequence 
native. Des additions ou deletions d'acides amines sans que les proprietes 
des regions d'interet soient substantiellement modifiees font egalement 
partie de invention. Certains des residus peuvent etre elimines ou 
modifies en exprimant un gene modifie de cette maniere chez E coli 
comme decrit pour le gene complet. Si cette proteine fixe I'heparine avec la 
meme affinite que la HBHA entiere, cela signifie que les sequences 
repetees ne sont pas impliquees dans cette fixation. En revanche, si la 
proteine modifiee perd la capacite d'interagir avec Theparine, la region 
modifiee de la proteine joue un role dans cette interaction. 

Expression du gene de la HBHA de BCG chez Escherichia coli 

L' invention concerne egalement un hote cellulaire 
recombinant, caracterise en ce qu'il comprend dans son genome une des 
sequences nucleotidiques decrites precedemment. Plus particulierement, 
Tinvention concerne la transformation d'hotes cellulaires tels que E. coli 
avec une des sequences nucleotidiques de Tinvention afin de produire tout 
ou partie de la proteine HBHA. La souche bacterienne a transformer peut 
comprendre la sequence complete codant pour HBHA apparaissant a la 
figure 10 ou encore la sequence susceptible d'etre impliquee dans les 
interactions avec les glycoconjugues sulfates ou la portion C-terminale de 
cette sequence. A titre d'exemple. le gene complet codant pour la HBHA 
de BCG a ete introduit et exprime dans E. coli. 



Afin de produire la HBHA de BCG dans Escherichia coli, le 
plasmide derive de pUC18 qui contient le fragment Sph\ de 2.5 kb 
comportant le gene de la HBHA de BCG fut restreint simultanement par 
Nco I et Kpn L Le fragment de 705 paires de bases issu de cette double 
restriction fut purifie par electrocution apres migration dans un gel 
d'agarose de 1 % selon des procedures standards (24) et finalement clone 
dans le vecteur d' expression pKK388-1 (Clontech, Palo Alto, Ca, UA) 
prealablement restreint par Nco I et Kpn I. Le plasmide recombinant fut 
ensuite introduit dans E. coli XL1-Blue par des techniques classiques de 
transformation (24). 

L'analyse phenotypique de la souche portant ce plasmide 
d'expression fut realisee en cultivant celle-ci dans un milieu LB liquide et 
en stimulant la production de la HBHA recombinante par I'ajout 
d'isopropylthiogalactopyranoside (IPTG) selon des methodes standards 
(24). Pratiquement, deux cultures en erlenmeyers de 500 ml contenant 
chacun 100 ml de milieu LB liquide supplements avec de I'ampicilline a 
raison de 150 pg/ml, furent respectivement inoculees avec 4 ml de 
preculture E. co//XL1-Blue contenant le plasmide d'expression de la HBHA 
ou le plasmide pKK388-1 representant la culture controle. La croissance 
des deux cultures fut suivie par mesure de la densite optique a 600 nm. 
Quand celle-ci fut de 0,6, de TIPTG fut ajoute aux cultures a raison de 1 
mM final est les cultures furent prolongees pendant 4 heures. Des 
echantillons de culture furent prelevees avant Tajout d'IPTG et au terme 
des 4 heures de culture en presence de I'inducteur afin d'analyser par 
electrophorese en gel de polyacrylamide et par immunoblotting la 
production de HBHA recombinante. 

Les resultats de ces differentes analyses sont repris a la 

figure 1 1 . 

Les pistes A et B representent des lysats totaux avant 
induction de E. coli XL1-Blue transformee respectivement par pKK388-1 et. 
le derive de pKK388-1 contenant le gene codant la HBHA. Les pistes C et 



D represented des lysats totaux apres induction a I'lPTG de E. coli XL1- 
Blue transformee respectivement par pKK388-1 et le derive de pKK388-1 
contenant le gene codant la HBHA. Les pistes E contiennent 1 \jg de 
HBHA purifiee a partir de parois de BCG. De gauche a droite, les differents 
panneaux representent respectivement la coloration au bleu de Coomassie 
R-250 du gel de polyacrylamide et les immunoblots sondes par un serum 
murin controle, un serum murin dirige contre la HBHA de BCG, I'anticorps 
monoclonal murin 3921 E4 et I'anticorps monoclonal murin 4057D2. Les 
poids moleculaires de reference sont inscrits a la gauche du panneau 
presentant la coloration au bleu de Coomassie du gel de polyacrylamide. 

L'analyse en gel de polyacrylamide colore au bleu de 
Coomassie montre la synthese d'un polypeptide d'environ 25 kDa chez 
E. coli XL1-Blue portant le vecteur depression de la HBHA et dereprime 
par TIPTG. Ce polypeptide reconnu en immunoblotting par un antiserum 
murin dirige contre la proteine HBHA purifie d'un surnageant de culture de 
BCG n'est pas produit par E. coli XL1-Blue portant le vecteur pKK388-1 
sans insert, montrant que sa synthese depend de la sequence d'ADN de 
BCG clone dans le vecteur d'expression. Comme celle-ci est integralement 
la sequence codante de la HBHA de BCG, ii fut surprenant d'observer que 
le polypeptide recombinant presente un poids moleculaire apparent plus 
faible que celui de la HBHA purifiee de BCG et qui est de 28 kDa dans le 
systeme de gel considere. 

L'invention concerne done egalement une sequence 
peptidique recombinante caracterisee en ce qu'elle permet I'adherence de 
mycobacteries a des cellules hotes. Plus particulierement, invention 
concerne une sequence peptidique comprenant un polypeptide d'environ 
25 kDa reconnu par I'anticorps monoclonal 3921 E4 et non reconnu par 
I'anticorps monoclonal 4057D2. De fagon preferee, la sequence peptidique 
recombinante de l'invention est le produit d'expression d'une souche E. coli 
transformee avec une des sequences nucleotidiques decrites 
precedemment et codant pour une sequence peptidique. permettant 
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I'adherence de mycobacteries a des cellules hotes, plus particulierement 
une sequence nucleotidique obtenue a partir de M. bovis BCG ou_ 
M. tuberculosis, invention concerne egalement tout variant de cette 
sequence peptidique recombinante obtenu par addition, substitution ou 
5 deletion d'un ou plusieurs nucleotides de fagon a ce que la souche 
transformee produise une sequence peptidique differente mais possedant 
la propriete d'adherer a des cellules hotes et plus particulierement a des 
cellules epitheliales. 

Comme le poids moleculaire de la HBHA deduit a partir de la 

10 sequence de son gene est significativement inferieur a son poids 
moleculaire apparent observe apres migration electrophoretique et que 
cette difference est le resultat de modifications post-traductionnelles de la 
HBHA, ces modifications ne sont pas realisees dans E. coli. Cette 
conclusion est etayee par le fait que nous observons une immuno- 

15 reactivite differentielle de la HBHA recombinante avec les deux anticorps. 
monoclonaux 3921 E4 et 4057D2. Si ces deux anticorps monoclonaux 
reconnaissent de maniere equivalente en immunoblotting la HBHA purifiee 
de BCG, seulement 3921 E4 est immunoreactif avec la HBHA recombinante 
produite chez E. coli. Cetie observation montre tout d'abord que ies 

2 o epitopes de ces deux anticorps monoclonaux sont differents et que 
I'epitope reconnu par 4057D2 sur la HBHA n'est plus present quand celle- 
ci est produite chez £. coli, confirme qu'H est localise sur un element 
moleculaire resultant d'une modification post-traductionnelle non realisee 
par E. coli. 

2 5, Cette modification post-traductionnelle est une glycosylation 

dans la mesure ou il a deja ete montre que la partie saccharidique d'une 
glycoproteine pouvait etre immunogenique. Le motif saccharidique est tres 
immunogenique dans la mesure ou I'analyse par immunoblotting utilisant le 
serum murin anti-HBHA donne lieu a un plus faible signal, avec la HBHA 

30 recombinante par rapport a celui observe avec la HBHA purifie de BCG. 

Cette observation est d'autant plus interpellate que la quantite de HBHA 
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recombinante mise en jeu dans cette analyse est largement superieure a 
celle de la HBHA naturelle, comme Tatteste la coloration au bleu de 
Coomassie du gel de polyacrylamide. Par ailleurs, comme 
Timmunoreactivite de 3921 E4 est proche de celle observee avec le serum 
5 murin, Tepitope reconnu par cet anticorps monoclonal est done 
partiellement dependant de la modification post-traductionnelle suspectee. 

Identification du site de fixation & I'h6parine (« Heparin-binding site ») 
de la HBHA. 

10 Comme il a ete demontre que la HBHA a un role direct dans 

I'interaction entre le BCG et les cellules epitheliales, interaction qui est 
inhibable par I'heparine, il est important de confirmer que cette region est 
impliquee dans I'interaction du BCG avec les cellules epitheliales via les 
polysaccharides sulfates. 

15 

Surexpression de la HBHA chez le BCG. 

L'invention concerne egalement un hote cellulaire 
recombinant, caracterise en ce qu'il comprend dans son genome une 

2d sequence nucleotidique codant pour une sequence peptidique permettant 
I'adherence des mycobacteries a des cellules hotes et en ce que cette 
sequence nucleotidique est surexprimee par ledit hote. Le terme 
« surexprime » utilise dans le contexte de la presente invention signifie 
que I'hote cellulaire recombinant, et particulierement un BCG recombinant, 

25 exprime un gene et produit une proteine recombinante de maniere plus 
importante que le microorganisme possedant naturellement ce gene. 

Le BCG est utilise en therapie anticancereuse, notamment 
contre les cancers superficiels de la vessie (27). Dans cette application 
therapeutique, il semblerait exister une correlation entre la faculte 

3b d'adherence du BCG et son pouvoir antitumoral (28). Une augmentation de 
la capacite d'adherence du BCG peut done conduire a' une action 
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antitumorale plus efficace. Uidentification de la HBHA et le clonage de son 
gene rendent possible une augmentation de la capacite d'adherence via 
une surexpression du gene codant la HBHA. 

Des vecteurs d'expression pouvant etre utilises pour le BCG 
sont disponibles. Ces vecteurs d'expression conferent notamment la 
resistance au mercure (31) comme seul marqueur de selection et ne 
conferent done pas de resistance a un antibiotique, ce qui permet d'eviter 
que ces plasmides, dont la replication est possible dans plusieurs especes 
de mycobacteries, induisent des resistances aux antibiotiques a des 
pathogenes importants tels que Mycobacterium tuberculosis et 
Mycobacterium leprae, D'autres vecteurs d'expression peuvent egalement 
etre utilises pour le developpement de BCG recombinant tels que des 
vecteurs comprenant des promoteurs du gene hps60 qui ont ete decrits par 
Stoxer et al (32). Ces vecteurs sont directement utilisables pour le 
developpement de BCG recombinants utilisables chez I'homme ou 
I'animal. Par ailleurs, les promoteurs de I'antigene 85A (31) ou celui du 
gene hsp60 (32) peuvent etre utilises pour I'expression de genes 
recombinants chez le BCG in vivo. 

Les signaux d'expression de i'antigene 85A ou du gene 
hsp60 sont fusionnes genetiquement au gene codant la HBHA et 
Tensemble est introduit dans un des vecteurs navettes decrits 
precedemment. Par ailleurs, le gene HBHA sous controle de son propre 
promoteur peut egalement etre utilise. Le BCG est transforme avec ces 
plasmides recombinants et analyse par immunoblotting pour la 
surexpression du gene de la HBHA. Des experiences d'adherence, comme 
decrites plus haut, permettent d'evaluer Tadherence de ces BCG 
recombinants et de le comparer aux souches non-recombinantes sur une 
serie d'epithelia, incluant notamment Tepithelium vesical humain. 

Le systeme ^expression chez le BCG est egalement utilise 
pour etudier le role de regions d'interet de la HBHA chez les 
mycobacteries. Les genes tronques de la region C-terminale sont exprimes 
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chez I e BCG afin de determiner quelles positions de la region C-terminale 
sont impliquees dans la secretion ou dans Tencrage de ia proteine au 
niveau de la paroi mycobacterienne. D'autres deletions ou mutations 
ponctuelles permettent de mieux caracteriser les residus impliques dans la 
5 modification post-traductionnelle. En effet, I'expression des genes mutes 
peut etre analysee par les anticorps polyclonaux anti-HBHA et la 
modification post-traductionnelle peut etre mise en evidence a I'aide de 
I'anticorps monoclonal 4057D2. En effet, une reactivite avec les anticorps 
polyclonaux indique I'expression du gene sauvage ou mute, et Tabsence 
10 de reactivite avec Tanticorps monoclonal 4057D2 indique Tabsence de 
modification post-traductionnelle de cette proteine chez le BCG exprimant 
un gene mute. La determination precise de la mutation permet de 
confirmer de fagon precise la region, et meme Tacide amine de la HBHA 
necessaire a la modification post-traductionnelle. 
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34 fcuille a v^e reetifi 

REVENDICATIONS 

1. Sequence peptidique permettant Tadherence de 
mycobacteries a des cellules hotes, notamment des cellules epitheliales. 

2. Sequence peptidique selon la revendication 1, caracterisee 
en ce que ladite sequence comprend un antigene mycobacterien de type 
hemagglutinine de liaison a I'heparine (HBHA), notamment d'un antigene 
obtenu a parti r de M. bovis BCG ou M. tuberculosis. 

3. Sequence peptidique selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisee en ce que ladite sequence comprend la sequence peptidique 
de la figure 10 ou tout variant de ladite sequence permettant I'adherence 
de micobacteries a des cellules hotes et obtenu par addition, substitution 
ou deletion d'un ou plusieurs acides amines de ladite sequence. 

4. Sequence peptidique selon la revendication 3, caracterisee 
en ce qu'elle comprend la portion C-terminale de la sequence peptidique 
de la figure 10, plus particulierement la sequence comprenant les 50 
derniers acides amines de la sequence peptidique de la figure 1 0 ou tout 
variant de cette sequence permettant I'adherence de mycobacteries a des 
cellules hotes et obtenues par addition, substitution ou deletion d'un ou 
plusieurs acides amines de ladite sequence. 

5. Sequence peptidique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterisee en ce qu'elle comprend la sequence 
peptidique suivante : 

LRERAEETRTDTRSRVEESRARLTKLQEDLPEQLTELR 
ou toute portion ou variant de cette sequence permettant 
^adherence de mycobacteries a des cellules hotes et obtenu par addition, 
substitution ou deletion d'un ou plusieurs acides amines de ladite 
sequence peptidique. 

6. Sequence peptidique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterisee en ce qu'elle est reconnue par 
I'anticorps monoclonal 4057D2. 
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7. Sequence peptidique recombinante, caracterisee en ce 
qu'elle permet I'adherence de mycobacteries a des cellules hotes, 
notamment des cellules epitheliales. 

8. Sequence peptidique recombinante selon la revendication 

7, caracterisee en ce que ladite sequence est le produit d'expression d'une 
sequence nucleotidique codant pour une sequence peptidique permettant 
I'adherence de mycobacteries a des cellules hotes, plus particulierement a 
une sequence peptidique obtenue a partir de M. bovis BCG ou 
M. tuberculosis. 

9. Sequence peptidique recombinante selon la revendication 

8, caracterisee en ce que ladite sequence est le produit d'expression d'une 
souche E. coli transformee avec une sequence nucleotidique codant pour 
une sequence peptidique permettant I'adherence de mycobacteries a des 
cellules hotes, plus particulierement une sequence nucleotidique obtenue 
a partir de M. bovis BCG ou M. tuberculosis. 

10. Sequence peptidique recombinante selon la revendication 
8, caracterisee en ce qu'elle comprend un polypeptide de recombinant 
d'environ 25 kDa reconnu par Tanticorps monoclonal 3921 E4 et non 
reconnu par I'anticorps monoclonal 4057D2. 

11. Sequence peptidique recombinante selon Tune 
quelconque des revendications 7 a 10, caracterisee en ce qu'elle 
comprend le produit d'expression d'une sequence nucleotidique codant 
pour la sequence peptidique de la figure 10 ou pour toute portion de ladite 
sequence peptidique permettant I'adherence de mycobacteries a des 
cellules hotes. 

12. Sequence peptidique recombinante selon Tune 
quelconque des revendications 7 a 10, caracterisee en ce qu'elle est le 
produit d'expression de la sequence nucleotidique codant pour la portion 
C-terminale, plus particulierement de la sequence comprenant les 50 
derniers acides amines de la sequence peptidique de la figure 10 ou pour 
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toute portion de ladite sequence peptidique permettant I'adherence de 
mycobacteries a des cellules hotes. 

13. Utilisation d'une sequence peptidique selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 12, pour la preparation de vaccins 
contre les infections mycobacteriennes, particulierement les infections 
causees par M. bovis ou M. tuberculosis. 

14. Utilisation d'une sequence peptidique selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 12 pour le diagnostic defections 
mycobacteriennes. 

15. Utilisation selon la revendication 14, caracterisee en ce 
que ledit peptide est utilise pour la detection d'anticorps anti-HBHA dans 
un fluide biologique. 

16. Composition imrnunogene caracterisee en ce qu'elle 
comprend une sequence peptidique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 12. 

17. Utilisation de glucides sulfates ou de glycoconjugues 
sulfates pour inhiber I'adherence de mycobacteries a des cellules 
epitheliales. 

18. Utilisation selon la revendication 17, caracterisee en ce 
que le glucide sulfate choisi parmi le groupe comprenant notammeht 
I'heparine, la chondroitine sulfate et le dextran sulfate ainsi que leurs 
derives naturels ou synthetiques. 

19. Sequence nucleotidique caracterisee en ce qu'elle code 
pour une sequence peptidique permettant I'adherence des mycobacteries 
a des cellules hotes, notamment a des cellules epitheliales. 

20. Sequence nucleotidique selon la revendication 19, 
caracterisee en ce que ladite sequence code pour un antigene 
mycobacterien de type hemagglutinine de liaison a Theparine (HBHA). 

21. Sequence nucleotidique selon la revendication 19 ou 20, 
caracterisee en ce que ladite sequence code pour une sequence 
peptidique comprenant la sequence peptidique de la figure 10 ou toute 
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portion de ladite sequence peptidique permettant Tadherence de 
mycobacteries a des cellules hotes et obtenu par addition, substitution ou 
deletion d'un ou plusieurs acides amines de ladite sequence peptidique. 

22. Sequence nucleotidique selon la revendication 21, 
caracterisee en ce que ladite sequence code pour une sequence 
peptidique correspondant a la portion C-terminale, plus particulierement la 
sequence comprenant les 50 derniers acides amines de la sequence 
peptidique de la figure 10 ou pour tout variant de cette sequence 
permettant Tadherence de mycobacteries a des cellules hotes et obtenu 
par addition, substitution ou deletion d'un ou plusieurs acides amines de 
ladite sequence peptidique. 

23. Sequence nucleotidique selon Tune quelconque des 
revendications 19 a 22, caracterisee en ce que ladite sequence comprend 
une sequence codant pour la sequence peptidique suivante : 

LRERAEETRTDTRSRVEESRARLTKLQEDLPEQLTELR 
ou tout variant de ladite sequence peptidique permettant 
Tadherence de mycobacteries a des cellules hotes et obtenues par 
addition, substitution ou deletion d'un ou plusieurs acides amines de ladite 
sequence peptidique. 

24. Vecteur recombinant caracterise en ce qu'il comprend 
une sequence nucleotidique selon Tune quelconque des revendications 19 
a 23. 

25. Hote cellulaire recombinant, caracterise en ce qu'il 
comprend dans son genome une sequence nucleotidique selon Tune 
quelconque des revendications 19 a 23. 

26. Hote cellulaire recombinant selon la revendication 25, 
caracterise en ce que ledit hote est une mycobacterie, notamment le BCG. 

27. Hote selon la revendication 25 ou 26, caracterise en ce 
que ladite sequence nucleotidique est surexprimee par ledit hote. 

28. Utilisation d'un hote cellulaire recombinant selon Tune 
quelconque des revendications 25 a 27, en therapie anti-cancereuse. 
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29. Necessaire ou kit permettant de detecter la presence 
d'anticorps anti-HBHA dans un echantillon de fluide biologique, ledit kit 
comprenant une sequence peptidique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 12, ou une ou plusieurs regions immunogenes de ladite 
sequence adsorbee sur un support et de iagon optionnelle, un anticorps 
marque (et si necessaire un anticorps non marque) ainsi que les tampons 
habituels et un substrat du marqueur. 
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REVENDICATIONS 

1. Sequence peptidique permettant Tadherence de 
mycobacteries a des cellules hotes, notarnment des cellules epitheliales. 

2. Sequence peptidique selon la revendication 1, caracterisee 
en ce que ladite sequence comprend un antigene mycobacterien de type 
hemagglutinine de liaison a I'heparine (HBHA), notarnment d'un antigene 
obtenu a partir de M. bovis BCG ou M. tuberculosis. 

3- Sequence peptidique selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisee en ce que ladite sequence comprend la sequence peptidique 
de la figure 10 ou tout variant de ladite sequence permettant I'adherence de 
micobacteries a des cellules hotes et obtenu par addition, substitution ou 
deletion d'un ou plusieurs acides amines de ladite sequence. 

4. Sequence peptidique selon la revendication 3, caracterisee 
en ce qu'elle comprend la portion C-terminale de la sequence peptidique de 
la figure 10, plus particulierement la sequence comprenant les 50 derniers 
acides amines de la sequence peptidique de la figure 10 ou tout variant de 
ce tte sequence permettant Tadh6rence de mycobacteries a des cellules 
hotes et obtenues par addition, substitution ou deletion d'un ou plusieurs 
acides amin6s de ladite sequence. 

5. Sequence peptidique selon Tune quelconque des 

revendications 1 a 4, caracterisee en ce qu'elle comprend la sequence 

peptidique suivante : 

LRERAEETRTDTRSRVEESRARLTKLQEDLPEQLTELR 

ou toute portion ou variant de cette sequence permettant 

Tadherence de mycobacteries a des cellules hotes et obtenu par addition, 

substitution ou deletion d'un ou plusieurs acides amines de ladite sequence 

peptidique. 

6. Sequence peptidique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterisee en ce qu'elle est reconnue par Tanticorps 
monoclonal 4057D2. 
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7. Sequence peptidique recombinante, caracterisee en ce 
qiTelle permet I'adherence de rnycobacteries a des cellules hotes, 
notamment des cellules epitheliales. 

8- Sequence peptidique recombinante selon la revendication 

7, caracterisee en ce que ladite sequence est le produit d'expression d'une 
sequence nucleotidique codant pour une sequence peptidique permettant 
Tadherence de rnycobacteries a des cellules hotes, plus particulierement a 
une sequence peptidique obtenue a partir de M. bovis BCG ou 
M. tuberculosis. 

9. Sequence peptidique recombinante selon la revendication 

8, caracterisee en ce que ladite sequence est le produit d'expression d'une 
souche E. coli transformee avec une sequence nucleotidique codant pour 
une sequence peptidique permettant Tadherence de rnycobacteries a des 
cellules hotes, plus particulierement une sequence nucleotidique obtenue a 
partir de M. bovis BCG ou M. tuberculosis. 

10. Sequence peptidique recombinante selon la revendication 
8, caracterisee en ce qu'elle comprend un polypeptide de recombinant 
d'environ 25 kDa reconnu par I'anticorps monoclonal 3921 E4 -et non 
reconnu par I'anticorps monoclonal 4057D2. 

11. Sequence peptidique recombinante selon Tune 
quelconque des revendications 7 a 10, caracterisee en ce qu'elle comprend 
le produit d'expression d'une sequence nucleotidique codant pour la 
sequence peptidique de la figure 10 ou pour toute portion de ladite 
sequence peptidique permettant Tadherence de rnycobacteries a des 
cellules hotes. 

12. Sequence peptidique recombinante selon Tune 
quelconque des revendications 7 a 10, caracterisee en ce qu'elle est le 
produit d'expression de la sequence nucleotidique codant pour la portion C- 
terminale, plus particulierement de la sequence comprenant les 50 derniers 
acides amines de la sequence peptidique de la figure 10 ou pour toute 
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portion de ladite sequence peptidique permettant Tadherence de 
mycobacteries a des cellules hotes. 

13. Utilisation d'une sequence peptidique selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 12, pour la preparation de vaccins 
contre les infections mycobacteriennes, particulierement les infections 
causees par M. bovis ou M. tuberculosis. 

14. Utilisation d'une sequence peptidique selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 12 pour le diagnostic defections 
mycobacteriennes. 

15. Utilisation selon la revendication 14, caracterisee en ce 
que ledit peptide est utilise pour la detection d'anticorps anti-HBHA dans un 
fluide biologique. 

16. Composition immunogene caracterisee en ce qu'elle 
comprend une sequence peptidique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 12. 

17. Sequence nucteotidique caract6ris6e en ce qu'elle code 
pour une sequence peptidique permettant I'adherence des mycobacteries a 
des cellules hotes, notamment a des cellules epitheliales. 

18. Sequence nucleotidique selon la revendication 17, 
caracterisee en ce que ladite sequence code pour un antigene 
mycobacterien de type hemagglutinine de liaison a rh6parine (HBHA). 

19. Sequence nucleotidique selon la revendication 17 ou 18, 
caracterisee en ce que ladite sequence code pour une sequence peptidique 
comprenant la sequence peptidique de la figure 10 ou toute portion de 
ladite sequence peptidique permettant Tadherence de mycobacteries a des 
cellules hotes et obtenu par addition, substitution ou deletion d'un ou 
plusieurs acides amin§s de ladite sequence peptidique. 

20. Sequence nucleotidique selon la revendication 19, 
caracterisee en ce que ladite sequence code pour une sequence peptidique 
correspondant £ la portion C-terminale, plus particulierement la sequence 
comprenant les 50 derniers acides amines de la sequence peptidique de la 
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figure 10 ou pour tout variant de cette sequence permettant ('adherence de 
mycobacteries a des cellules hotes et obtenu par addition, substitution ou 
deletion d'un ou plusieurs acides amines de ladite sequence peptidique. 

21. Sequence nucleotidique selon Tune quelconque des 
revendications 17 a 20, caracterisee en ce que ladite sequence comprend 
une sequence codant pour la sequence peptidique suivante : 

LRERAEETRTDTRSRVEESRARLTKLQEDLPEQLTELR 
ou tout variant de ladite sequence peptidique permettant 
I'adherence de mycobacteries a des cellules hotes et obtenues par addition, 
substitution ou deletion d'un ou plusieurs acides amines de ladite sequence 
peptidique. 

22. Vecteur recombinant caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence nucleotidique selon Tune quelconque des revendications 17 a 21. 

23. Hote cellulaire recombinant, caracterise en ce qu'il 
comprend dans son g6nome une sequence nucleotidique selon Tune 
quelconque des revendications 17 a 21. 

24. Hote cellulaire recombinant selon la revendication 23, 
caracterise en ce que ledit hote est une mycobacterie, notamment le BCG. 

25. Hote selon la revendication 23 ou 24, caracterise en ce 
que ladite sequence nucleotidique est surexprim£e par ledit hote. 

26. Utilisation d'un hote cellulaire recombinant selon I'une 
quelconque des revendications 23 a 25, en th6rapie anti-canc6reuse. 

27. Necessaire ou kit permettant de detecter la presence 
d'anticorps anti-HBHA dans un 6chantillon de fluide biologique. ledit kit 
comprenant une sequence peptidique selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 12, ou une ou plusieurs regions immunog£nes de ladite 
sequence adsorbee sur un support et de fa?on optionnelle, un anticorps 
marqu6 (et si n6cessaire un anticorps non marque) ainsi que les tampons 
habituels et un substrat du marqueur. 
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REVENDiCATlONS 

1. Sequence peptidique permettant I'adherence de 
mycobacteries a des cellules hotes, notamment des cellules epitheliales. 

2. Sequence peptidique selon la revendication 1 , caracterisee 
en ce que ladite sequence comprend un antigene mycobacterien de type 
hemagglutinine de liaison a I'heparine (HBHA), notamment d'un antigene 
obtenu a parti r de M. bovis BCG ou M. tuberculosis. 

3. Sequence peptidique selon la revendication 1 ou 2, 
caracterisee en ce que ladite sequence comprend la sequence peptidique 
de la figure 10 ou tout variant de ladite sequence permettant I'adherence 
de micobacteries a des cellules hotes et obtenu par addition, substitution 
ou deletion d'un ou plusieurs acides amines de ladite sequence. 

4. Sequence peptidique selon la revendication 3, caracterisee 
en ce qu'elle comprend la portion C-terminale de la sequence peptidique 
de la figure 10, plus particulierement la sequence comprenant les 50 
derniers acides amines de la sequence peptidique de la figure 10 ou tout 
variant de cette sequence permettant I'adherence de mycobacteries a des 
cellules hotes et obtenues par addition, substitution ou deletion d'un ou 
plusieurs acides amines de ladite sequence. 

5. Sequence peptidique selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterisee en ce qu'elle comprend la sequence 
peptidique suivante : 

LRERAEETRTDTRSRVEESRARLTKLQEDLPEQLTELR 
ou toute portion ou variant de cette sequence permettant 
I'adherence de mycobacteries a des cellules hotes et obtenu par addition, 
substitution ou deletion d'un ou plusieurs acides amines de ladite sequence 
peptidique. 

6. Sequence peptidique selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterisee en ce qu'elle est reconnue par I'anticorps 
monoclonal 4057D2. 
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7. Sequence peptidique recombinante, caracterisee en ce 
qu'elle permet Tadherence de mycobacteries a des cellules hotes, 
notamment des cellules epitheliales. 

8. Sequence peptidique recombinante selon la revendication 

7, caracterisee en ce que ladite sequence est le produit d'expression d'une 
sequence nucleotidique codant pour une sequence peptidique perrnettant 
I'adherence de mycobacteries a des cellules hotes, plus particulierement a 
une sequence peptidique obtenue a partir de M. bovis BCG ou 
M. tuberculosis. 

9. Sequence peptidique recombinante selon la revendication 
8 f caracterisee en ce que ladite sequence est le produit d'expression d'une 
souche E. colt transformee avec une sequence nucleotidique codant pour 
une sequence peptidique perrnettant I'adherence de mycobacteries a des 
cellules hotes, plus particulierement une sequence nucleotidique obtenue a 
partir de M. bovis BCG ou M. tuberculosis. 

10. Sequence peptidique recombinante selon la revendication 

8, caracterisee en ce qu'elle comprend un polypeptide de recombinant 
d'environ 25 kDa reconnu par I'anticorps monoclonal 3921 E4 et non 
reconnu par I'anticorps monoclonal 4057D2. 

11. Sequence peptidique recombinante selon Tune 
quelconque des revendications 7 a 10 t caracterisee en ce qu'elle comprend 
le produit d'expression d'une sequence nucleotidique codant pour la 
sequence peptidique de la figure 10 ou pour toute portion de ladite 
sequence peptidique perrnettant I'adherence de mycobacteries a des 
cellules hotes. 

12. Sequence peptidique recombinante selon Tune 
quelconque des revendications 7 a 10, caracterisee en ce qu'elle est le 
produit d'expression de la sequence nucleotidique codant pour la portion 
C-terminale, plus particulierement de la sequence comprenant les 50 
derniers acides amines de la sequence peptidique de la figure 10 ou pour 



" toute portion de ladite sequence peptidique permettant I'adherence de 
mycobacteries a des cellules hotes. 

13. Utilisation d'une sequence peptidique selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 12, pour la preparation de vaccins 

5 contre les infections mycobacteriennes, particulierement les infections 
causees par M. bovis ou M. tuberculosis. 

14. Utilisation d'une sequence peptidique selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 12 dans la preparation d'une trousse de 
diagnostic d'infection mycobacterienne. 

io 15. Utilisation selon la revendication 14, caracterisee en ce 

que ledit peptide est utilise pour la detection d'anticorps anti-HBHA dans un 
fluide biologique. 

16. Composition immunogene caracterisee en ce qu'elle 
comprend une sequence peptidique selon Tune quelconque des 

15 revendications 1 a 12. 

17. Sequence nucleotidique caracterisee en ce qu'elle code 
pour une sequence peptidique permettant I'adherence des mycobacteries a 
des cellules hotes, notamment a des cellules epitheliales. 

18. Sequence nucleotidique selon la revendication 17, 
20 caracterisee en ce que ladite sequence code pour un antigene 

mycobacterien de type hemagglutinine de liaison a I'heparine (HBHA). 

19. Sequence nucleotidique selon la revendication 17 ou 18, 
caracterisee en ce que ladite sequence code pour une sequence 
peptidique comprenant la sequence peptidique de la figure 10 ou toute 

25 portion de ladite sequence peptidique permettant I'adherence de 
mycobacteries a des cellules hotes et obtenu par addition, substitution ou 
deletion d'un ou plusieurs acides amines de ladite sequence peptidique. 

20. Sequence nucleotidique selon la revendication 19, 
caracterisee en ce que ladite sequence code pour une sequence 

30 peptidique correspondant a la portion C-terminale, plus particulierement la 
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sequence comprenant les 50 derniers acicles amines de la sequence 
peptidique de la figure 10 ou pour tout variant de cette sequence 
permettant ('adherence de mycobacteries a des cellules hotes et obtenu 
par addition, substitution ou deletion d'un ou plusieurs acides amines de 
ladite sequence peptidique. 

21. Sequence nucleotidique selon Tune quelconque des 
revendications 17 a 20, caracterisee en ce que ladite sequence comprend 
une sequence codant pour la sequence peptidique suivante : 

LRERAEETRTDTRSRVEESRARLTKLQEDLPEQLTELR 
ou tout variant de ladite sequence peptidique permettant 
I'adherence de mycobacteries a des cellules hotes et obtenues par 
addition, substitution ou deletion d'un ou plusieurs acides amines de ladite 
sequence peptidique. 

22. Vecteur recombinant caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence nucleotidique selon Tune quelconque des revendications 17 a 
21. 

23. Hote cellulaire recombinant, caracterise en ce qu'il 
comprend dans son genome une sequence nucleotidique selon Tune 
quelconque des revendications 17 a 21 . 

24. Hote cellulaire recombinant selon la revendication 23, 
caracterise en ce que ledit hote est une mycobacterie, notamment le BCG. 

25. Hote selon la revendication 23 ou 24, caracterise en ce 
que ladite sequence nucleotidique est surexprimee par ledit hote. 

26. Utilisation d'un hote cellulaire recombinant selon Tune 
quelconque des revendications 23 a 25, en therapie anti-cancereuse. 

27. Necessaire ou kit permettant de detecter la presence 
d'anticorps anti-HBHA dans un echantillon de fluide biologique, ledit kit 
comprenant une sequence peptidique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 12, ou une ou plusieurs regions immunogenes de ladite 
sequence adsorbee sur un support et de fagon optionnelle, un anticorps 
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marque (et si necessaire un anticorps non marque) ainsi que les tampons 
habituels et un substrat du marqueur. 
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REVENDICATIONS 

1. Sequence peptidique permettant I'adtterence de 
mycobacteries a des cellules hotes, notamment des cellules epitheliales, 
caracteris6e en ce que ladite sequence comprend un antigene 
mycobacterien de type hemagglutinine de liaison a I'heparine (HBHA), 
notamment d'un antigene obtenu a partir de M. bovis BCG ou 
M. tuberculosis, et comprenant la sequence peptidique de la figure 10 ou 
tout variant de ladite sequence permettant Tadherence de mycobacteries a 
des cellules hotes et obtenu par addition, substitution ou d6l6tion d'un ou 
plusieurs acides amines de ladite sequence. 

2. Sequence peptidique selon la revendication 1 , caracterisee 
en ce qu'elle comprend la portion C-terminale de la s6quence peptidique de 
la figure 10, plus particulierernent la sequence comprenant les 50 derniers 
acides amines de la sequence peptidique de la figure 10 ou tout variant de 
cette sequence permettant I'adh6rence de mycobacteries a des cellules 
hotes et obtenues par addition, substitution ou deletion d'un ou plusieurs 
acides amines de ladite sequence. 

3. Sequence peptidique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 2, caracterisee en ce qu'elle comprend la sequence 

peptidique suivante : 

LRERAEETRTDTRSRVEESRARLTKLQEDLPEQLTELR 

ou toute portion ou variant de cette sequence permettant 

('adherence de mycobacteries a des cellules hotes et obtenu par addition, 

substitution ou deletion d'un ou plusieurs acides amines de ladite sequence 

peptidique. 

4. Sequence peptidique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle est reconnue par Tanticorps 
monoclonal 4057D2. 
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5- Sequence peptidique recombinante, caracterisee en ce 
qu'elle permet I'adherence de mycobacteries a des cellules hotes, 
notamment des cellules epitheliales. 

6. Sequence peptidique recombinante selon la revendication 

5, caracterisee en ce que ladite sequence est le produit d'expression d'une 
sequence nucleotidique codant pour une sequence peptidique permettant 
I'adherence de mycobacteries a des cellules hotes, plus particulierement a 
une sequence peptidique obtenue & partir de M. bows BCG ou 
M. tuberculosis. 

7. Sequence peptidique recombinante selon la revendication 

6, caracterisee en ce que ladite sequence est le produit d'expression d'une 
souche E. coli transformee avec une sequence nucleotidique codant pour 
une sequence peptidique permettant I'adherence de mycobacteries & des 
cellules hotes, plus particulierement une sequence nucleotidique obtenue a 
partir de M. bovis BCG ou M. tuberculosis. 

8. Sequence peptidique recombinante selon la revendication 
6, caracterisee en ce qu'elle comprend un polypeptide de recombinant 
d'environ 25 kDa reconnu par I'anticorps monoclonal 3921 E4 et non 
reconnu par I'anticorps monoclonal 4057D2. 

9. Sequence peptidique recombinante selon Tune quelconque 
des revendications 5 a 8, caracterisee en ce qu'elle comprend le produit 
d'expression d'une sequence nucleotidique codant pour la sequence 
peptidique de la figure 10 ou pour toute portion de ladite sequence 
peptidique permettant I'adherence de mycobacteries a des cellules hotes. 

10. Sequence peptidique recombinante selon Tune 
quelconque des revendications 5^8, caracterisee en ce qu'elle est le 
produit d'expression de la sequence nucleotidique codant pour la portion C- 
terminale, plus particulierement de la sequence comprenant les 50 derniers 
acides amines de la sequence peptidique de la figure 10 ou pour toute 
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portion de ladite sequence peptidique permettant I'adherence de 
mycobacteries £ des cellules hotes. 

11. Utilisation d'une sequence peptidique selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 10, pour la preparation de vaccins 
contre les infections mycobacteriennes, particulierement les infections 
caus6es par M. bovis ou M. tuberculosis. 

12. Utilisation d'une sequence peptidique selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 10 dans la preparation d'une trousse de 
diagnostic defection mycobacterienne. 

13. Utilisation selon la revendication 12, caract6risee en ce 
que ledit peptide est utilise pour la detection d'anticorps anti-HBHA dans un 
fluide biologique. 

14. Composition immunogdne caracterisee en ce qu'elle 
comprend une sequence peptidique selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 10. 

15. Sequence nucleotidique caract6ris6e en ce qu'elle code 
pour une sequence peptidique permettant I'adherence des mycobacteries a 
des cellules hotes, notamment a des cellules epitheliales. 

16. Sequence nucl6otidique selon la revendication 15, 
caracterisee en ce que ladite s6quence code pour un antigene 
mycobact6rien de type hemagglutinine de liaison a I'heparine (HBHA). 

17. Sequence nucleotidique selon la revendication 15 ou 16, 
caracterisee en ce que ladite sequence code pour une sequence peptidique 
comprenant la sequence peptidique de la figure 10 ou toute portion de 
ladite sequence peptidique permettant I'adh6rence de mycobacteries a des 
cellules hotes et obtenu par addition, substitution ou delation d'un ou 
plusieurs acides amines de ladite sequence peptidique. 

18. Sequence nucleotidique selon la revendication 17, 
caracterisee en ce que ladite sequence code pour une sequence peptidique 
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correspondant a la portion C-terminale, plus particulierement la sequence 
comprenant les 50 derniers acides amines de la sequence peptidique de la 
figure 10 ou pour tout variant de cette sequence permettant I'adh6rence de 
mycobacteries a des cellules hotes et obtenu par addition, substitution ou 
deletion d'un ou plusieurs acides amines de ladite sequence peptidique. 

19. Sequence nucleotidique selon Tune quelconque des 
revendications 15 a 18, caracterisee en ce que ladite sequence comprend 
une sequence codant pour la sequence peptidique suivante : 

LRERAEETRTDTRSRVEESRARLTKLQEDLPEQLTELR 
ou tout variant de ladite sequence peptidique permettant 
I'adh6rence de mycobacteries a des cellules hotes et obtenues par addition, 
substitution ou deletion d'un ou plusieurs acides amines de ladite sequence 
peptidique. 

20. Vecteur recombinant caracterise en ce qu'il comprend une 
sequence nucleotidique selon Tune quelconque des revendications 15 3 19. 

21. Hote cellulaire recombinant, caracterise en ce qu'il 
comprend dans son genome une sequence nucleotidique selon Tune 
quelconque des revendications 15 a 19. 

22. Hote cellulaire recombinant selon la revendication 21, 
caracterise en ce que ledit hote est une mycobact6rie, notamment le BCG. 

23. Hote selon la revendication 21 ou 22, caracterise en ce 
que ladite sequence nucleotidique est surexprimee par ledit hote. 

24. Utilisation d'un hote cellulaire recombinant selon Tune 
quelconque des revendications 21 a 23, dans la fabrication d'un 
medicament pour la therapie anti-cancereuse. 

25. Necessaire ou kit permettant de detecter la presence 
d'anticorps anti-HBHA dans un 6chantillon de fluide biologique, ledit kit 
comprenant une sequence peptidique selon Tune quelconque des 
revendications 1 3 10, ou une ou plusieurs regions immunog^nes de ladite 
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sequence adsorbee sur un support et de fagon optionnelle, un anticorps 
marque (et si necessaire un anticorps non marqu6) ainsi que les tampons 
habituels et un substratdu marqueur. 
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egg ctg gcg ggt aat caa acc tga agg aca gtc ate tgg gtg agg teg acc gca ggc tga 
61 

tec age cga teg gee ggc get ggc caa cag cga etc cgt cga tga cgt gca gca aag gag 
121 

aca tgt agt gac egg ate age tgg gee tga cat eta cga act cga ccg aca acc gac ccg 
181 

acg ate agg agg ttt ccc egg caa gtc gcg tgc cat gtc aat ccg egg gtc ttg act agt 
241 

cct ccc tgg agg age cga cgc ttg ccc caa cgt cca gac caa aga tgt aag aac gee gat 
301 

ate aga aaa tag tta atg aaa gga ata ccc atg get gaa aac teg aac att gat gac ate 

M AENSNIDDT 

361 

aag get ccg ttg ctt gee gcg ctt gga gcg gee gac ctg gee ttg gee act gtc aac gag 
K E L L A A LGAADLALATVNE 

421 

ttg ate acg aac ctg cgt gag cgt gcg gag gag act cgt acg gac acc cgc age egg gtc 
LITNLRERAEETRTDTRSRV 

481 

gag gag age cgt get cgc ctg acc aag ctg cag gaa gat ctg ccc gag cag etc acc gag 
EESRARLTK LOEDLPEOL T E 

541 

ctg cgt gag aag ttc acc gee gag gag ctg cgt aag gec gee gag ggc tac etc gag gee 
L R E K F T A E E L R KAAEGYLEA 

601 

gcg act age egg tac aac gag ctg gtc gag cgc ggt gag gee get eta gag egg ctg cgc 
A X SRYNELVERGEAALERLR 

661 

age cag cag age ttc gag gaa gtg teg gcg ccc gee gaa ggc tac gtg gac cag gcg gtg 
SQQSFEEVSAP AEGYVDOAV 

721 

gag ttg acc cag gag gcg ttg ggt acg gtc gca teg cag acc cgc gcg gtc ggt gag cgt 
E L I O E A L G TVA SQTRAVGER 

781 

gee gec aag ctg gtc ggc ate gag ctg cct aag aag get get ccg gee aag aag gec get 
AAKLVGIELPKKAAPAKKAA 

841 

ccg gec aag aag gec get ccg gec aag aag gcg gcg gec aag aag gcg ccc gcg aag aag 
PAKKAAPAKKAAAKKAPAKK 

901 

gcg gcg gec aag aag gtc acc cag aag tag teg ggc tec gaa tea cca teg act ccg agt 
AAAKKVTQK* 

961 

cgc cca egg ggc gac teg gag teg acg tgt tgg atg caa acc gca tag tct gaa tgc gtg 
1021 

age cac etc gtg ggt acc gtc atg ctg gta ttg ctg gtc gec gtc ttg gtg aca gcg gtg 
1081 

tac gcg ttt gtg cat gc 

sphl Fig. 10 
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